Mod.C.K.- 1-4 7 

PGT/EP200 4 / 0 5 1 728 




recd 27 OCT 2004 



WIPO 



0* m ^ 



Ministero deffe JAttivita (Produttive 

(Direzione generate per Co SviCuppo (Produttivo e [a Cotnpetitivita 
Vfficio ItaCiano (Brevetti e WLarchi 



Autenticazione di copia di document! relativi alia domanda di brevetto per: 
INVENZIONE INDUSTRIALS N. RM 2003 A 000386 del 05.08.2003 



Roma lj. 




Si dichiara che l'uiiita copia e conform'e ai documenti originali 
depositati con la domanda di brevetto sopra specificata, i cui dati 
risultano dalPaccluso processo veibale di deposito. 

IL FUNZIONARIO 



3 SET 





AL MINISTERO OELL'INDUSTRIA DEL COMMERCIO E DELL'ARTIGIANATO MODULO A 

UFRCIO ITALIANO BREVETTI B MARCHI • ROMA 

DOMANDA 01 BREVETTO PER INVENZIONE INDUSTRIALE. OEPOSITO RISERVE, ANTIC1PATA ACCESSIBIUTA AL PUBBLICO 



marc* 
da 

bo! 10 



A. RiCH!EOENTE<i) 
1) Otnonunuiont 
Rtsidanza 



J 

| ISTIT. NAZIONALE PER LE MALATTIE INFETTIVE "LAZZARO SgALLANZANI" IRCCS { ^ 
,ViaPortuen S e,292 - ROMA | n^OftfaQQI QQ2^=ej uuxJ 



2) Qanofmnaiiana L 
Ri*idaiua L 



J 



J codict 1 I I U U t \ 1 1 1 I U I I 



B. RAPPRESENTAfJTE DEL RICHIEDENTE PRES50 LUI.B.M. 

, Dr.ssa Primiceri Maria Vittoria ed altri 



denoramazioni studio di appaitananza 

. i Savoia 

via I . 



i NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A 



J codfiscala 1 I I I I I I I I I 1 I I I I 1 I 



£3 u dm I Roma 



C. DOMICIUOELETTlVOdastinatario 
via I 



I come sopra 



j 



J n. LLXjJ cttta L 



J. tap 1 1 I ,1 t 1 



0. TITOLO 



classa praposta iiaz/d/ad) Mill gruppo/aottogruppo I 1 1 M » » > 1 



"Metodo e test diagnostici basati sull'analisi citofluorimetrica dei linfociti T antigene-specifici." 



J 



ANT1CIPATA ACCESSIBIUTA AL PUBBUCO: SI Q Na E 
I. imMTOIUOESIGIIATI^ ^ . _ coQnoma noma 



iPOCCIA Fabrizio 



.GIOIA 



Cristiana 



SE ISTANZA: DATA UJ/LU/LU «• PROTOCDLIO I I I I 1 » 1 I 
coynomt noma 

j 3) \ AGRATI Chiara ; | 

j 4) | MQNTESANO Carla _j 



f. prioritA 

| naiioDt o uganuzariona 

i ^ | nessuna 

\\ 



aBtfato 

tipo di priwili oumaro di domanda data di diootba S/R 

J I I I : I LU/LxJ/l nil U 



J L 



J 



SClOCUMENTO WSEftvE 
Cata K" Pratocolle 

LlJ/LjJ/LlJ/l I I I I I 1 1. 

v ^'lg4J7.UJ/l i i i ■ m I 



0. CEKTRO ABIUTATO 01 RACCOLTA COLTURE 01 MICRORGANISMI. daoominaziona L 

L 



H. AMNOTAZtONl SPECIAL! 



MARCADaBOLLO, 



L 





D0CUMENTAZ1ONE ALLEGATA 

N. at. 

Dot. 1) Lil (Wl n.pag SZJ 

Doc. 2| liJ Llfiw] n ,tav. L£§ 

Doc. 3) Lil rmil 

ow. 4) LQi C53 

ooc. si |2) rin 

Doc. 7) iQt 



riwxunto coo dhagno principala, descruione t rivindicazitmi (abbiigatario 1 esempiara) ., 

dUagno {obbliQawno ie citato In tfescririone, 1 asampiara 

lattera d'iacarico. procura o rifariroento procura general! .... 

daaipnaziona mvaniota .. 

docuraenti di prioriti con tradwione in italiano M „ „ 

autorizzaaoaa o atto dt caisio/ia ~ . '. . 



SCIOGUMENTO RISERVE 
Data N' Protocollo 

UJ/LU/UJ/I i i i i i i 1 
UJ/LU/LU/I m i i i i I 
1 i 1/1 i 1/1 i 1/ 1 i i » > i 1 1 



LxJ/UJ/UJ/Ll 



i i ii i 



1 i l/LiJ/U 1/ 1 1 



nominatiro complato dal ricWadenta 

I Euro duecentonovantuno/80 



8) atanati di veraamanto, totala lira 

compiutoil tQ4i/Lftg)/i2aoai 

CONTINUA SI/HO LSLS ' 

DEL PRESENTE ATTO $1 ftCHIEDE COPIA AUTENTICA SI/MO L§3 

" ■ 



riRMA oemo richiedente |i) jDr.ssa Maria Vitforia Primiceri della ^ 

INOTARBARTOLO & GERVASI S^U^fa ^Qfa^A ~~ 

mcASi/yn 1SU / ■ V, v 



obbligalo/ia 




CAMERA DI COMMERCIO L A^A. DI 



L 



VERBAU 01 DEPOSITO ' ' KUM£R0 01 C OMAN DA L 

ranno^ uiam^uiu- ; I Dueoiil ntre 



RM 2 0 0 3 A ,0 0038 8 



ROMA 



f)(i) richledaota(i| jop>aittdicaio{i) ba(naoaa) praiantaia a am sattBiotltD la prasentij 
I. ANN0TAZ1OHI VARlE OELL'UFFICIALE ROGAJiTE I 



J, n vottm 1 riT ^qiie 



J.dalmajadi 1 agnctn | 



3Tc3rt*data di o. IQ1I fogD asghtothrt par U uncauiooa dal bravatio toprwiporuto. 



?\ L 



L 



<^>^> IL DEPOSIT AHTE 



FOGUO AGQ1UMTIVO n. l2fiJ 
A. RICHIEOENTMD 

Rtsidsna 




F. PMORITA 

tavam o oignilniiinnt 

I , | | nessuna 



tlpo 41 prioritt 



l_ 

UJ I— 
LU L_ 
UJ L_ 
UJ l_ 



_l L 
_J L 
_J L 



FIRM* Dtt(l) BICHlEDiBTtW 



ria PBAflCE RI de l la MPTARB; 



•ttMgtB 

tfttitidtposto S/R 

J IjU/UJ/Llj-iJ U 
J LxJ/LU/l till U 
J UJ/LU/Li-i-LJ U 
J UJ/LU/Uj-jJ U 
J UJ/LxJ/l i m 1 U 
UJ/UJ/1 Mil U 



SaOBUMEHTO WSBWE 
Dim 



LU/UJ/LaJ/Lia 



UJ/LlJ/LlJ/Li i i i M i 
LxJ/UJ/U/J I t i i i m I 



• i 1 1 1 1 I l fl__L-lfi 1111 • | ■= 



UJ/UJ/L-lJ/ I i i i i-i 
UJ/LlJ/UJ/I j i i i i i.I 
UJ/UJjUJ/LU ' 1 x 



J 



J 




± 



niSERVATO AU.-UFFICIO CENTRA LE BREVETT1 



4359PTIT 

RIASSUNTO IMVENZIONECON DISEGNO PRINCIPALE 
"NUMERO DOMANDA 



NUfaERO BREVETTO l| 
A. RICHIEDEHTE(I) 

Denomhaztone 
Resldenza 



PROSPETTO A 

0 ATA Dl DEPOSITO 

DATA Dl RIUSCIO LU / LiJ / 1 1 1 1 1 



^etodo e test diagnostic! basati sull'analisi citofluorimetrlca del linfociti T , 
antigene-specif ici , _ L -J 



Claaseproposta(sei/cUscl/) LljUlJ 
L. RIASSUNTO 



(grappofcottogroppo) 1 i \ 1 / 1 i i i 



La presents invenzione descrive un metodo rapido per la determinazione della risposta immune 
verso arrtigeni assodati a qualsiasi patologia ad ezioiogia infettiva, neoplastica o autoimmune. II 
metodo & basato sull'analisi citofluorimetrica dei linfociti T Antigene-Specifid (Ag-Sp) e pud 
essere fomito come un insieme di reattivi pronti per Fuso in un kit diagnostics spedfico per la 
patologia in esame. La lettura dei risultati richiede I'impiego df un dtofluorimetro comunemente 
utilizzato per la tipizzazione dei linfociti nei laboratori di patologia dinica 
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dall'esposizione all'antigene, tempo minimo necessario per I'attivazione 
dei linfociti B, ed in alcuni casi sono necessari alcuni mesi per poter 
ottenere un risultato significative 

Alcuni test in vitro sono stati recentemente messi a punto per la 
misurazione dell'immunita cellulo-mediata che si manifesta dopo 7-10 
giorni dall'esposizione all'antigene. I metodi utilizzati. per analizzare la 
presenza di cellule antigene specifiche gia descritti durano alcuni giorni 
e sono preferenzialmente basati su dosaggi ELISA (es. brevetto 
WO02059605), o sul rilevamento della proliferazione cellulare (es. 
WO0011476). Inoltre, entrambi gli approcci danno risultati 
esclusivamente qualitativi in quanta forniscono una infbrmazione sulla 
capacita di riconoscere I'antigene senza perd permettere di quantificare 
la frequenza di cellule che rispondono alia stimolazione con I'antigene. 
Inoltre, nei brevetti WO02059605 e WO8705400 viene descritto un 
metodo per valutare su sangue intero la presenza di cellule specifiche 
verso antigeni di M. tuberculosis. Tuttavia, I'impiego di sangue intero 
riduce la sensibilita del metodo, la cui durata e comunque sempre 
superiore a 4 giorni. 

Diversamente, nella presente invenzione: 

e utilizzato un metodo rapido di separazione dei linfociti circolanti dal 
campione di sangue aumentando cosi la sensibilita del test senza 

dilatare i t§mpi di analisi; 

il test pud essere eseguito in una giornata (con tempi al di sotto delle 
24 ore, anche al di sotto delle 8 ore) ed e efficace anche utilizzando 
campiohi criopreservati; 
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i risultati del test sono sia qualitativi che quantitativi e possono 
essere espressi come frequenza o valore assoluto di linfociti T Ag-Sp 
present! nel sangue periferico. 
Sommario deH'invenzione 

Costituisce pertanto oggetto della presente invenzione un test di 
immunodiagnosi per la determinazione della risposta immune verso 
antigeni associati a tutte quelle patologie che coinvolgono il sistema 
immunitario attraverso i linfociti T tramite I'analisi quantitativa dei linfociti 
T Antigene-Specifici (nel seguito Ag-Sp). Questo test impiega un 
metodo rapido per la misurazione selettiva dei linfociti T Ag-Sp che 
vengono identificati tramite: a) anticorpi monoclonali che si legano sulla 
superfice cellulare dei linfociti T e delle loro sottopopolazioni; b) 
anticorpi monoclonali che si legano alle citochine che si accumulano a 
livedo intracellulare in seguito alia stimolazione con I'antigene; miscele 
di a) e b). L'analisi citofluorimetria della presenza contemporanea dei 
marcatori di differenziamento dei linfociti T e dell'accumulo di citochine 
a livedo intracitoplasmatico permette cosi di ottenere dei risultati sia 
qualitativi che quantitativi. II test diagnostico oggetto della presente 
invenzione viene eseguito utilizzando sangue venoso ed e composto da 
un semplice kit di reattivi che richiedono per la lettura dei risultati la 
disponibilita di un citofluorimetro comunemente utilizzato nei laboratori 
di analisi per la quantificazione dei linfociti T, B e NK. 
Ulteriori oggetti deH'invenzione risulteranno evidenti dalla descrizione 
dettagliata che segue. 
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Breve descrizione delle Figure 
La Figura 1 descrive la procedure di esecuzione del test di ^ 

immunodiagnosi tramite I'analisi quantitativa dei linfociti T Ag-Sp. j ., 

V- 

La Figura 2 descrive i risultati ottenuti tramite I'impiego di diversi stimoli 
Ag-Sp, quali un estratto antigenico crudo, una proteina ricombinante o 
una miscela di peptidi. ' * - 

La Figura 3 descrive i risultati dell'applicazione del test di 
immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp per valutare I'efficacia della 
vaccinazione al vaiolo e I'esposizione naturale all'infezione da 
citomegalovirus. 

Descrizione dettaaliata dell'invenzione 

La presente invenzione riguarda I'esecuzione di un test di 
immunodiagnosi basato sulla quantificazione dell'immunita antigene- 
specifica mediata dai linfociti T (che compaiono dopo 7-10 giorni 
dall'esposizione all'antigene). II test pud essere effettuato su campioni 
di sangue venoso umano o animale. 

II metodo della presente invenzione richiede I'impiego di una 

preparazione antigene specifica (Ag-Sp) (nel seguito anche 

preparazione Ag-Sp) per la patologia in esame. Le preparazioni Ag-Sp 

possono essere classificate in tre categorie principali, a seconda del 

livedo di purificazione e di selezione dell'antigene: estratti proteici crudi, 

proteine plirificate o ricombinanti e miscele di peptidi. Per eseguire il 

test e necessario aggiungere la preparazione Ag-Sp a cellule 

mononucleate (PBMC) isolate da sangue venoso tramite centrifugazione 

rapida su gradiente. Tale metodologia di isolamento dei PBMC e nota 

5 



4359PTIT Notarbartolo & Gervasi SpA 

ed alia portata dell'esperto del ramo. Tra i diversi metodi diffusi I prodotti 
migliori per gli scopi dell'invenzione sono i seguenti: LeucoSep™, 
Arnika, Milano; BD Vacutainer™ CPT™Becton-Dickinson, CA. Dope 
alcune ore di incubazione si esegue I'analisi qualitativa e quantitativa 
dei linfociti T specific! per la patologia in esame, utilizzando una 
metodica di rilevamento della frequenza di cellule che producono 
citochine tramite citofluorimetria. 

La colorazione delle citochine intracellular", prodotte dai linfociti T tramite 
citofluorimetria e una tecnologia nota (Amicosante M, et al. Mol Med. 
2002;8:798-807) che pud essere facilmente automatizzata utilizzando la 
strumentazione di comune impiego nei laboratori di patologia clinica. 
II test citofluorimetrico secondo I'invenzione pud essere eseguito su 
cellule mononucleate del sangue periferico appena isolate o su 
campioni opportunamente criopreservati. L'intera procedura di 
esecuzione del test di immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp e 
schematizzata nella Figura 1 e comprende le seguenti fasi: 

i. isolamento delle cellule mononucleate (PBMC) da sangue 
venoso 

ii. stimolazione con la preparazione Ag-Sp 

iii. incubazione 

iv. colorazione in immunofluorescenza 

v. acqliisizione ed analisi al citofluorimetro 

vi. elaborazione della risposta diagnostica. 

Per lo stadio (i), le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) 
sono isblate da un'aliquota di sangue venoso eparinato (tipicamente 
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7ml) tramite centrifugazione su gradiente di densita utilizzando un 
metodo rapido (come descritto in precedenza) in genere basato 
sull'impiego di tubi cosiddetti con filtro per la separazione dei leucociti. 
Per quanta concerne lo stadio (ii), la metodologia secondo I'invenzione 
prevede I'allestimento di due tubi di controllo, uno non stimolato 
(controllo negativo) e uno con stimolo mitogenico (controllo positivo) e 
uno o piu tubi contenenti una preparazione antigene-specifica (Ag-Sp) a 
seconda delle analisi da eseguire. 

II controllo negativo e in genere costituito da uno stimolo di controllo 
(es. estratto antigenico da colture non infette, proteina ricombinante 
irrilevante o terreno di diluizione dei peptidi). II controllo positivo pud 
essere costituito da mitogeni, quali per esempio ionomicina e PMA, in 
modo da indurre un forte segnale di attivazione facilmente rilevabile in 
citofluorimetria. 

II controllo negativo, il controllo positivo e le preparazioni Ag-Sp 
possono essere preparazioni liofilizzate da risospendere al momenta 
dell'impiego. Come decritto in dettaglio negli esempi, le preparazioni 
Ag-Sp possono essere composte da 3 categorie di antigeni a seconda 
del livello di purificazione e sono scelte in funzione delle esigenze e del 
tipo di analisi da eseguire: estratti proteici crudi, proteine purificate o 
ricombinanti e miscele di peptidi. 

Nello stadio (iii), i campioni da esaminare sono ottenuti ponendo in 
contatto le PBMC con la preparazione Ag-Sp prescelta, vengono quindi 
incubati in genere a circa 37 °C con tempi in genere di circa un'ora 
seguita'.da ulteriori circa 5 ore in presenza di un potente inibitore della 

7 



4359PTIT Notarbartolo & Gervasi SpA 

secrezione cellulare, come ad esempio Brefeldin-A 
Nello stadio (iv), viene eseguita la colorazione in immunofluorescenza 
delle colture di controllo o stimolate con la preparazione Ag-Sp seconda; 
tecniche note (Amicosante M, et al. Mol Med. 2002;8:798-807). Per la 
misurazione selettlva dei linfociti T Ag-Sp si impiegano: a) anticorpi 
monoclonali che si legano sulla superficie cellulare dei linfociti T e delle 
loro sottopopolazioni; b) anticorpi monoclonali che si legano alle 
citochine che si accumulano a livello intracellulare in seguito alia 
stimolazione con I'antigene; miscele di a) e b). Per discriminare i linfociti 
T, le cellule sono colorate con la mix di anticorpi monoclonali specific! 
per gli antigeni presenti sulla superficie dei linfociti T (es. tipicamente 
CD3 e CD45 e relative miscele). Gli anticorpi preferibilmente utilizzati 
per definire sjngole sottopopolazioni o different'! stadi di differenziazione 
ed attivazibne dei linfociti T sono tipicamente anti-CD3 ed anti-CD45 e 
relative miscele quale configurazione minima, a cui sostituire o 
aggiungere uno o piu scelti fra anti- CD4, CD8, CD25, CD27, CD38, 
CD46-RA, CD46-RO, CD69, CCR5, CCR7. 

Per determinare la risposta alia stimolazione, vengono impiegati degli 
anticorpi specifici per NFI5&- a livello intracellulare per valutare la 
produzione di questa citochina in seguito alio stimolo antigenico. Per 
quanta riguarda la produzione di citochine intracellular! quale segnale di 
attivazion£, la valutazione della presenza di interferone-gamma (IFN-y) 
pu6 essere sostituita dall'analisi della produzione di IL-2, IL-4, IL-10, 
TNF-a, MIP-1a, MIP-1B, RANTES. 

Per quanta riguarda lo stadio (v), '« campioni vengono acquisiti ed 

8 
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analizzati al citofluorimetro con un settaggio strumentale costante^ 
ottenuto mediante urfatterrta calibratura quotidians delio 
mediante biglie fluorescent!, utilizzando procedure comuni che sono alS^ 
ponata di un esparto del ramo. L'analisi citofluorimetria della presenza * 
contemporanei dei marcatori di differenziamento dei linfdctti T e ■; 
delraccumuio di cftochine a livello Mracttoplasmattco permette cos) di :j 
ottenere dei risultati sia qualitativi che quantitativi. ■ 
infine, stadio (vi), la risposta del test e espressa sia a livello qualitative ~ 
(presenza/assenza di linfociti T Ag-Sp) che quantitativo (percentuale e 
frequenza per mmo di sangue), come descritto in maniera dettagliata 
negli esempi. I limiti di sensibilita del citofluorimetro permettono di 
rilevare differenze percentuali sino alio 0,02%. In ogni case, e 
raccomandabile eseguire un'analisi per la definizione dell'intervallo di 
normalita in ogni laboratorio. 

II saggio citofluorimetrico secondo I'invenzione puo essere condotto con 
la realizzazione di un kit i cui component, base, eventualmente ove 
necessario o possibile in forma liofilizzata, sono: 

- preparazione Ag-Sp e relative preparazioni di controllo negativo e 

positivo 

- reagenti quali soluzioni di lavaggio e permeabilizzazione 

- reagenti quali miscele di anticorpi monoclonali 

- pipette e altro materiale da laboratorio 

- istruzioni par la conduzione del test 

II saggio di immunodiagnosi secondo I'invenzione puo essere impiegato 
per il monitorare al comparsa o la riacutizzazione di tutte quelle maiattie 
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WetHve, autoimmuni o neoplastic che coinvolgono il sistema 
immunitario attraverso i MM. T. Date che Nnduzione di un'efficace 
nsposta dei linfociti T richiede solo alouni giorni e praoede di alcune. 
settimane .a comparsa di anttcorpi titolabili, la metodologia di 
immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp descntta netle presente invenzione 
presenta i seguenti vantaggi: a) la frequenza dai UnfocKi T Ag-Sp a 
correlabile all'esposizione antigenic* ed a quindi utila, ad esempio, a 
evidence Vesposfeione subclinic* ad un agente infettlvo; b) eievati 
iivelli di linfociti T Ag-Sp aono present, duranta una fasa acuta di 
malattia, e la lore assanza o ricomparsa pu6 essere un indica di 
risoluzione o recidiva della patologia, c) il monitoraggio dei linfociti T 
A^Sp 6 utila per vaiutare f efficacia di un protocol di chemiotarapia o 
di vaccinazione. 

La procadura di asecuzione del test di immunodiagnosi dei linfociti T 
Ag-Sp, I'elaborazione dei risultatj in una riaposta diagnosUca e gli 
aspetti relativi alia oaratterislicbe delle preparazioni antigenic^ sono 
descritU in dettaglio negli esempi seguanti, one servono ad illustrare la 
preserve invenzione e non sono da considerare limitativi dello scope 
delta medesima. 

F ^ rm rh pr»^,,r a di esec -r'— dgj test di immnnodiaqnosl dei 
Hnfnriti T Aa-fip tramite citofluorimetria, 

I seguentFanticorpi monoclonali specifics per antigen, umani vengono 
utilizzati per I'esecuzione del test: anti-CD28 e anti-CD49d purificati per 
colture cellulari; anti-IFNgamma coniugato con fluoresceina (FUC); 
anti-CD3 coniugato con ficoeritrina (PE); anti-CD45 coniugato con la 
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ciani,^5-f.ooeritnna (Cy-5>; ad un contn* isotipico (.qG1) coniugato 
con FITC. Gli anttcorpi vangono utilizzati alia concentrator* di 0,25 
og/ml. Ogni nuovo lotto di anticorpi viene testate a g.i anticorp. vangono 
aliquotati in tubi "appended- nelle diverse miscele (mix). In particolare, 
ciascun anticorpo viana taslato a utilizzato in condizioni di saturazione. 
per escludere differenze tra oampioni naiia coloraziona. . tub. vangono 
poi posU nal liofilizzatore (Speedvac) fino a oomplata avaporaziona dal 
,iq U ,do (20 min). Al momanto dalruso ciaacuna mix viene ricosfltuita 
medianta raggiunta di soiuziona saiina, a aggiunta al tubo contananta la 
cellule da analizzare. 

Le callula mononucleate dal sangue parifarico (PBMC) sono isolata da 
7ml di sangua venoso tramite cantrifugaziona su gradienle di dansite 
(FicolMlypaque, Pharmacia, Uppaala, Sweden) utilizzando un metodo 
rapido basato sulllmpiego di tub, par la separazione dai laucociti da 
14 ml con filtro (LaucoSep™, ARNIKA, Milano). Dopo avara aseguito 2 
lavaggi in PBS 1x, il pallat viana risospaso in 3 ml di tarrano complato 
(RPM1 1640 with HEPES 25mM, 10% v/v PCS, 2 mM L-Glutammina, 10 
U/ml panicillina/straptomicina). A questa procedura corrisponde una 
concarvtraziona cailulara di circa 0,5-2x10" callula/ml. Vangono quindi 
aliquotati 500DI dalla sospansiona cailulara in teneno complete nai tubi 
Eppandorph. Si davono allastira due tubi di oontrollo (non stimolato a 
con stimoro mitoganice) a uno o pii. tubi contananti una praparaziona 
antigene-specifica (Ag-Sp> a seconda dalla analiai da esaguire. Per 
controllare la praduzione spontanea di citochine, le cellule incubate con 
i soli costimoli anti-CD28 and -CD40d sono incluse in ogni test (controllo 
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non stimolato). II rilascio di IFN-gamma indotto dalla PMA (50 ng/ml) + 
ionomicina (10 ng/ml) e utilizzato come controllo positivo; Sia il controllo 
negative che il controllo positivo sono preparazioni liofilizzate da 
risospendere al momento dell'impiego. I campion! vengono quindi 
incubati a 37 °C per un ora seguita da ulteriori 5 ore in presenza di 10 
□g/ml di Brefeldin-A (Sigma, St. Louis, MO), un potente inibitore della 
secrezione cellulare. 

Per eseguire la colorazione in immunofluorescenza, le colture di 
controllo o stimolate con la preparazione Ag-Sp sono poi lavate in 
tampone dPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline, dPBS) 
contenente I' 1% di albumina serica bovina (bovine serum albumin, 
BSA) e lo 0,1% di sodio azide. Le cellule sono state lavate due volte in 
PBS, BSA 1%, e sodio azide 0,1% e colorate con la mix di anticorpi 
monoclonali specifics per gli antigeni di membrana (CDS e CD45) 
precedentemente descritti per 15 min a 4X. I campioni sono poi fissati 
in paraformaldeide 1% per 10 minuti a temperatura ambiente, ed 
incubati in presenza di anticorpi specifici per I'IFN-gamma diluiti in una 
soluzione tampone composta da dPBS 1X, BSA 1% e saponina 0,5%. 
Infine, le cellule vengono lavate due volte in tampone dPBS 1X, BSA 
1%, saponina 0,1% e risospese in BPS filtrato prima di essere acquisite 
tramite un citofluorimetro (es. FACScalibur, Becton Dickinson, CA). II 
controllo della colorazione non specifica viene eseguito tramite anticorpi 
monoclonali dello stesso isotipo e I'eventuale presenza di colorazione 
non specifica e sempre sottratta dai risultati. 

I campioni vengono poi analizzati al citofluorimetro utilizzando un 
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settaggio strumenta.e costante, ottenuto mediante un'attenta calibratura 
quotidiana deilo strumento mediante biglie fiuorescenti. Per ogni 
campione vengono acquis* 1x10* eventi presenti nel.a regione dei 
Hnfociti CD45+, per garantire un'adeguata rappresentazione di tutte ie 
sottopopolazioni ceilulari, permettendo oosi di effettuare anaiisi 
statistiche significative, necessarie per reiaborazione del.a risposta a 
scopo diagnostico. 

c^ pin Elab — [one «<* risuitati o form, tlazione di una risposta 
riiagnostica. 

, nsunati de. test eseguiti uttlizzando diversi stimoli Ag-S P sono nportati 
,n Figure 2. in parti^lare, sono riponati i pannalli oitofluorimotrici relativi 
al oontrollo positivo ed al oontrollo negative (pannalli A-B) e alia 
stimotazione oon un estoatto antlgenioo orudo del citomegalovirus (CMV, 
pannalli C-D), con la proteina GAG ricombinente da. virus 
deirimmunodefldenza umana (HW, pannell. E-F) o oon una miacela di 
peptidi di HW GAG (pannalli OH). . pannalli riportano in ordinate la 
presenza di IFN-gamma allinterno delle oellula quale sagnala di 
attivazione. in asoissa a riportata Vespressione di membrane dalle 
molecole specific*, dei linfociti T CD3 ed in alouni oasi CDS, a 
sottotineara oha uno dei vantaggi di questa applioaziona diagnoatioa a 
te posaibilita di eseguire il teat in maniera speciftca a livallo dei linfociti T 
ed ancheWMerno di determinate sottopopolazioni ceilulari (es. CD4, 
CDS). II oontrollo negative e ooatituito da uno stimolo di controllo (es. 
eatratto antiganico da coltura non Watte, proteine ncombinante 
irrilevante o terrene di diluizione dei peptidi) e nal case speoWco 
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riportato nel pannello A e costituito da un lisato antigenic*) crudo di 
fibroblast-, non infetti. II controllo posltivo e invece costituito da 
ionomicina e PMA in modo da indurre un forte segnale di attivazione 
facilmente rilevabile in citofluorimetria (nel caso specifico da un segnale 
superiors al 15% nelle cellule CD8+ che e rilevabile anche in cellule 
CD8-). Se il controllo posltivo non funziona, il test deve essere ripetuto. 
La stimolazione Ag-Sp nei pazienti non infetti e chiaramente negativa 
nei pannelli C-E-G. In ogni caso, e raccomandabile eseguire un'analisi 
dell'intervallo di normalita in ogni laboratorio. Per quanta riguarda 
invece i pazienti positivi al test (pannelli D-F-H), la risposta viene fornita 
in termini di frequenza percentuale e per mmc di sangue periferico 
interfacciando i risultat. con il valore dei linfociti/mmc di sangue fornito 
dalla formula leucocitaria ottenuta dall'analisi di laboratorio 
dell'emocromo. Per esempio, considerando un valore di emocromo dei 
linfociti pari a 2000 cellule/mmc, la risposta per il paziente D sara: 
Positivo per la presenza di linfociti T specifici per il CMV 
Frequenza= 0.97% 

Valore assoluto=(0.97 x 2000 / 100)=19.4 cellule/mmc. 

Considerando un valore di emocromo dei linfociti pari a 1500 

cellule/mmc, la riposta per il paziente F sara: 

Positivo per la presenza di linfociti T specifici per HIV 

Frequenza^ 0.84% 

Valore assoluto=(0.84 x 1500 / 100)=12.6 cellule/mmc 

Considerando un valore di emocromo dei linfociti pari a 2600 

cellule/mmc, la riposta per il paziente H sara: 
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Positivo per la presenza di linfociti T specific! per HIV 
Frequenza= 0.49% 

Valore assoluto=(0.49 x 2600 / 100)=12.7 cellule/mmc 
Esempio 3: n ftS r.ri 7 ione della procedure Mi impieoo di un estratto 
antigenico cruH n, proteine p tirificate o ricombinanti o di una misceta di 
peptidi auali formula ^ioni Aq-Sp. 

Le preparazioni Ag-Sp possono essere classificate in tre categorie 
principal!, a seconda del livello di purificazione e di selezione 
dell'antigene: (a) estratti proteici crudi, (b) proteine purificate o 
ricombinanti e (c) miscele di peptidi. 

(a) A scopo di esempio e riportata la metodologia di purificazione di un 
estratto antigenico da fibroblasts o cellule VERO infettati con il virus 
vaccinico. Le cellule sensibili all'infezione vengono trasferite in una 
provetta contenente virus vaccinico ad una molteplicita di infezione 
(MOI)=100. L'incubazione viene eseguita a 37° C sino ad ottenere il 
50% di effetto citopatico. La centrifugazione a 850g x 15 min. e seguita 
dalla fissazione in 100 ml di PFA al 2% per 10 min. a 4°C. Dopo tre 
lavaggi in PBS, il campioni cellulari vengono sonicati per 20 min. a 4°C 
in PBS, centrifugati a 850xg per 15 min. a 4°C, ed aliquote di estratto 
antigenico crudo possono quindi essere congelate. La diluizione 
ottimale da impiegare nel test di immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp 
deve essere titolata ogni volta che viene eseguita una nuova 
preparazione antigenica. Come controllo negativo, viene prodotto un 
estratto antigenico crudo di cellule non infette eseguendo la medesima 
procedura. Lo stesso tipo di risultati pud essere ottenuto utilizzando una 
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preparazione antigenic* disponibile a livello commerciale per 
resecuzione del test ELISA (nel case del virus vaccinico ad esempio 
pu6 essere utilizzata una preparazione antigenica virale prodotta dalla „ 
ditta Maine Biotechnological Service, Portland, ME, Figura 3, pannelli A- 
C; nel caso del cytomegalovirus ad esempio pud essere utilizzata una 
preparazione antigenica virale prodotta dalla Biowhittaker, Walkersville, 
MD, Figura 2, pannelli C-D, e Figura 3, pannelli D-F). 
(b) Lo stesso tipo di risultati precedentemente descritti pud essere 
ottenuto utilizzando proteine purificate o ricombinanti generate in 
laboratorio o direttamente disponibili a livello commerciale (nel caso del 
del virus deinmmunodeficienza umana HIV ad esempio e disponibile la 
proteina ricombinante GAG prodotta dalla ditta Prote.nScience, 
Meridien, CT; i risultati ottenuti tramite I'impiego di questa preparazione 
Ag-Sp sono riportati in Figura 2, pannelli E-F). 

(c) A scope di esempio, e inoltre descritta la possibility di utilizzare dei 
peptidi promiscui selezionati basandosi sulle regioni piu conservate 
della proteina Gag del core di HIV. Questi epitopi sono stati determinati 
considerando la variabilita nei sottotipi di HIV per I'epitopo selezionato e 
le regole di processazione delle proteine mediate dal proteasoma. Tutti i 
peptidi sintetici sono purificati tramite cromatografia in fase inversa sino 
ad ottenere una purezza >90%. Le sequenze e la purezza dei peptidi e 
inoltre confermata tramite spettrometria di massa. L'insieme di questi 
peptidi e quindi utilizzato come stimolo antigenico sotto forma di una 
miscela di peptidi contenente anche gli opportuni costimoli. I risultati 
ottenuti tramite I'impiego di questa preparazione Ag-Sp sono riportati in 
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Figura 2; pannelli G-H). In particolare, I'elenco dei peptidi selezionatl 
per la miscela Ag-Sp della proteina Gag di HIV e riportato in seguito: 
SEQ ID NO 1 HIV-GAG 01 EKIRLRPGGKKKYRL 



SEQ ID NO 2 
SEQ ID NO 3 
SEQ ID NO 4 
SEQ ID NO 5 
SEQ ID NO 6 
SEQ ID NO 7 
SEQ ID NO 8 
SEQ ID NO 9 
SEQ ID NO 10 
SEQ ID NO 11 
SEQ ID NO 12 
SEQ ID NO 13 
SEQ ID NO 14 
SEQ ID NO 15 
SEQ ID NO 16 
SEQ ID NO 17 
SEQ ID NO 18 
SEQ ID NO 19 
SEQ ID NO 20 



HIV-GAG 02 
HIV-GAG 03 
HIV-GAG 04 
HIV-GAG 05 
HIV-GAG 06 
HIV-GAG 07 
HIV-GAG 08 
HIV-GAG 09 
HIV-GAG 10 
HIV-GAG 11 
HIV-GAG 12 
HIV-GAG 13 
HIV-GAG 14 
HIV-GAG 15 
HIV-GAG 16 
HIV-GAG 17 
HIV-GAG 18 
HIV-GAG 19 
HIV-GAG 20 



PGGKKKYRLKHLVWA 

PGGKKKYRMKHLVWA 

KKYRMKHLVWASREL 

KHLVWASRELERFAV 

RELERFAVNPGLLET 

RELERFAVDPGLLET 

SAPKTGTEELRSLYN 

SLYNTVAVLYCVHQR 

SPRTLNAWVKVIEEK 

SPEVIPMFSALSEGA 

ATPQDLNMMLNIVGG 

ATPQDLNTMLNIVGG 

QDLNMMLNIVGGHQA 

MMLNIVGGHQAAMQM 

SNPPIPVGD1YKRWI 

KRWIILGLNKIVRMY 

LGLNKTVRMYSPVSI 

LGLNKIVRMYSPTSI 

RMYSPVSILDIKQGP 



ft 



i • 



Tutte le diverse preparazioni Ag-Sp (di tipo a,b,c) composte da un 
estratto antigenico crudo, da proteine purificate o ricombinanti o da una 
miscela di peptidi, sono fomite sotto forma di liofilizzato nel kit 
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diagnostic... Le preparazioni Ag^P vengono uUUzzaa ad una 
concentrazione titolata solitamente nel range di 1-IDg/ml. Le 
preparazioni Ag-Sp contengono MM * opportuni costimoli compost! 
dagli antioorp, anti-CD28 ed anti-CD49d uttHzzati aila concentrazione 
finale di 1 pg/ml. Ogni nuovo lotto di preparazioni Ag^P ♦ costimoli 
viene testate ed aliquotato in tub, •eppendorf. I tubi vengono poi post! 
nel liofflizzatore (Speedvao) fine a completa evaporazione del liquido 
(20 min). Al memento dell'uso ciascuna mix viene ricostituita mediante 
raggiunta di DMSO (concentrazione finale 0,1%) e soluzione saiina, e 
aggiunta al tubo contenente le cellule da analizzare. 
c^ pin 4: Se|-"'™° Hi "na steals ril "°"tidi nnal* form-llaaone Aft 

, r , ire on- trnmuoaslagcsa em ws a a ate petplogie 

infettive. 

Nel seguente esempio e riportata la definizione di miscele di peptidi 
(PepMix) per eseguire il test di immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp 
nelle seguenti malattie infettive: citomegalovirus, SARS, vaiolo, 
carbonchio (bacillo dell'antrace). Come descritto nell'esempio 3, tale 
procedure e relativa applicazione possono essere estese a qualsiasi 
patologia infettive di cui sia note un antigene associate. A titolo di 
esempio, e quindi riportata la selezione di una miscela di peptidi da 
utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti T specific! 
per il citomegalovirus (CMV). I peptidi sono stati disegnati dalla 
sequenza consenso deila proteina P 66. La seguente PepMix e 
composta da quindicimeri ed e specifica per i linfociti T CDS. 
SEQ ID NO 21 CMV-D66 01 - NSSRHSGKCRRQRRAL 
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CMV-p66 02 - ALSAPPLTFLATTTT 

CMV-p66 03 - RQPRVHRGTYHLIQL 

CMV-p66 04 - TYHLIQLHLDLRPEEL 

CMV-p66 05 - RPEELRDPFQILLST 

CMV-p66 06 - SDVRPAFSLFPARPG 

CMV-p66 07 - FPARPGCHILRSVID 

CMV-p66 08 - ILRSVIDQQLTRMAI 

cm-pee 09 - falriitpplkrvpl 

CMV-p66 1 0 - TD ADLTPTLTVRVRH 

CMV-p66 11 -ISGPRGLTSRISARL 

CMV-p66 1 2 - DPNESPPDLTLSSLTL 

CMV-p66 1 3 - TLYQDGMLRFNVTCD 

CMV-p66 1 4 - TEAPADPVAFRLRLR 

CMV-p66 1 5 - FRLRLRRETVRRPFF 

CMV-p66 16 - RRPFFSDAPLPYFVP 

CMV-p66 1 7 - DEGLEVRVPYELTLK 

CMV-p66 1 8 - RIYRRFYGPYLGVFV 

CMV-p66 1 9 - YLGVFVPHNRQGLKM 

CMV-p66 20 - LKMPVTVWLPRSWLE 

CMV-p66 21 - TVWLPRSWLELTVLV 

CMV-p66 22 - ATFPRDALLGRLYFI 

CMV-p66 23 - ALLGRLYFISSKHTL 

A titolo di esempio, e riportata inoltre la selezione di una miscela di 

peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti 

T specific! per il SARS coronavirus (SCV) umano utilizzando le 
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SEQ ID NO 22 
SEQ ID NO 23 
SEQ ID NO 24 
SEQ ID NO 25 
SEQ ID NO 26 
SEQ ID NO 27 
SEQ ID NO 28 
SEQ ID NO 29 
SEQ ID NO 30 
SEQ ID NO 31 
SEQ ID NO 32 
SEQ ID NO 33 
SEQ ID NO 34 
SEQ ID NO 35 
SEQ ID NO 36 
SEQ ID NO 37 
SEQ ID NO 38 
SEQ ID NO 39 
SEQ ID NO 40 
SEQ ID NO 41 
SEQ ID NO 42 
SEQ ID NO 43 
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sequenze proteiche del ceppo Urbani. I peptidi sono stati disegnati dalle 
sequenze delle proteine S, M, E e N. In relazione alia distribuzione 
geografica deH'epidemia, e stata eseguita una selezione basata sulle 
caratteristiche genetiche della popolazione asiatica o caucasica. 
Entrambe le PepMix sono composte da quindicimeri e sono specifiche 
per i linfociti T CD8. 

A- SARS Pepmlx selezionata per la popolazione asiatica. 



SEQ ID NO 44 


O/^W CI 
OlrV-fc 


UT 


INOVLLrLnrvvrL.LV 


SEQ ID NO 4o 


OA\/ KM 


no 


1 A\A/IIWII 1 OFAYSNRN 


SEQ ID NO 46 


oUV-lvl 


Uo 


yccpi VlfiAVIIRGH 


SEQ ID NO 4/ 


or*v/ m 




f^KMKFI SPRWYFYYL 


otU ID rlsJ to 


OwV"IN 




OOQOGQTVTKKSAAE 

Va< Vat Vat VaC VJ Vx I w ■ ■ vi w !»■ 


SEQ ID NO 49 


scv-s 


06 


THTMIFDNAFNCTFE 


SEQ ID NO 50 


scv-s 


07 


CSVKSFEIDKGIYQT 


SEQ ID NO 51 


scv-s 


08 


NCVADYSVLYNSTFF 


SEQ ID NO 52 


scv-s 


09 


IAPGQT6VIADYNYK 


SEQ ID NO 53 


scv-s 


10 


VSLLRSTSQKSIVAY 


SEQ ID NO 54 


scv-s 


11 


SITTEVMPVSMAKTS 


SEQ ID NO 55 


scv-s 


12 


QVKQMYKTPTLKYFG 


SEQ ID NO 56 


scv-s 


13 


QIPFAMQMAYRFNGI 


SEQ ID NO 57 


scv-s 


14 


ISSVLNDILSRLDKV 


SEQ ID NO 58 


scv-s 


15 


RLDKVEAEVQIDRLI 


B- SARS Pepmix selezionata per la popolazione caucasica 


SEQ ID NO 59 


SCV-E 


01 


LLFLAFWFLLVTLA 


SEQ ID NO 60 


SCV-M 


02 


MACIVGLMWLSYFVA 
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SEQ ID NO 61 

* warn m ^ 


SCV-M 


03 


PLMESELVIGAVIIR 


SEQ ID NO 62 


SCV-N 


04 


KMKELSPRWYFYYLG 


SEQ ID NO 63 


SCV-N 


05 


ETALALLLLDRLNQL 


SEQ ID NO 64 


SCV-S 


06 


YFVGYLKPTTFMLKY 


SEQ ID NO 65 


SCV-S 


07 


SNCVADYSVLYNSTF 


SEQ ID NO 66 


SCV-S 


08 


RDPKTSEILDISPCS 


SEQ ID NO 67 


SCV-S 


09 


GSFCTQLNRALSGIA 


SEQ ID NO 68 


SCV-S 


10 


VKQMYKTPTLKYFGG 


SEQ ID NO 69 


SCV-S 


11 


AGFMKQYGECLGDIN 


SEQ ID NO 70 


SCV-S 


12 


PPLLTDDMIAAYTAA 


SEQ ID NO 71 


SCV-S 


13 


ISSVLNDILSRLDKV 


SEQ ID NO 72 


SCV-S 


14 


TQQLIRAAEIRASAN 


SEQ ID NO 73 


SCV-S 


15 


LDSFKEELDKYFKNH 



. Sempre a titolo di esempio, 6 riportata la selezione di una miscela di 
peptidi da utili2zare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti 
T specific'! per bacillo dell'antrace (Ba). La seguente PepMix h composta 
da quindicimeri ed e specifica per i linfociti T CD4. 



SEQ ID NO 74 


Ba-PA 


01 


- ESESSSQGLLGYYFS 


SEQ ID NO 75 


Ba-PA 


02 


- NIPSENQYFQSAIWS 


SEQ ID NO 76 


Ba-PA 


03 


- QYQRENPTEKGLDFK 


SEQ ID NO 77 


Ba-PA 


04 


- ISNIHEKKGLTKYKS 


SEQ ID NO 78 


Ba-PA 


05 


- VSPEARHPLVAAYPI 


SEQ ID NO 79 


Ba-PA 


06 


- PIYNVLPTTSLVLGK 


SEQ ID NO 80 


Ba-PA 


07 


- KAKENQLSQILAPNN 


SEQ ID NO 81 


Ba-PA 


08 


- QVYGNIATYNFENGR 
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SEQ ID NO 82 Ba-PA 09 - NIDKDIRKILSGYIV 
SEC ID NO 83 Ba-PA 10- FIDFKKYNDKLPLYI 
Sempre a titolo dl esempio, e rlportata la selezione di una miscela 
peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti 
T specifics per gli orthopoxvirus (OPV) incluso il vaiolo. La seguente 
PepMix e composta da quindicimeri ed e specifica per i linfociti T CD8. 



SEQ ID NO 84 


OPV-A10L 


01 




SEQ ID NO 85 


OPV-A1 OL 


02 


DnQQPKMAI 1 FKNLA 


SEQ ID NO 86 


OPV-A27 


03 


in k'nk'CiFI YRAYKT 

IULIVL-JIvOCI- T <jr\ i rx i 


SEQ ID NO 87 


OPV-A27 


04 


TRFRNKIVFI FKFLN 
1 rvC rvlNlxl VCLC rvt-t-i^ 


SEQ ID NO 88 


OPV-A33K 


oo 


iriRI<%MVISI L SMI 


SEQ ID NO 89 


Ann A^^Ck 

OPV-A33K 


Oo 


J J V^OOv ■ MM 1 lUW 1 


SEQ ID NO 90 


OPV-A33K 




Tl PNK^nVLTTWLtD 


SEQ ID NO 91 


OPV-C7L 


AO 

oo 


nH<%FTDTTTEYLLPN 


SEQ ID NO 92 


OPV-O/ u 


no 


ftP<rrYYPHYKSCALV 


SEQ ID NO 93 


OPV-D8L 


10 


TSPARENYrMRWLoU 


SEQ ID NO 94 


OPV-E3L 


11 


REVNKALYDLQRSAM 


SEQ ID NO 95 


OPV-E3L 


12 


VIPAKKIIDWKNANP 


SEQ ID NO 96 


OPV-H3L 


13 


MASLLYFILFLLFVC 


SEQ ID NO 97 


OPV-H3L 


14 


IFTDASTVASAQIYL 


SEQ ID NO 98 


OPV-H6R 


15 


TSHLNPSIEKHVGIY 


SEQ ID NQ 99 


OPV-H6R 


16 


LSAKVYMLENIQVMK 


SEQ ID NO 100 


OPV-K1L 


17 


TYHLENDKIEDLINQ 


SEQ ID NO 101 


OPV-K1L 


18 


DSMYVIPDELIDVLK 


SEQ ID NO 102 


OPV-M1R 


19 


AYVPAMFTAALNIQT 
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SEQIDN0103 OPV-M1R 20 VIGVIIlMLFMYYA 
Pc^m pio 5: Selezione di una mis ~«* h. neotidi ourIp formulazione Ag- 
g p pft r eseauir* "™ immunodi ^ "^ dejjg patoloqie neoplastic^ 
ntili77_ando antineni tumo re-associati. 

Nel seguente esempio e riportata la def.niz.one di miscele di peptidi 
(PepMix) per eseguire il test di immunodiagnosi dei linfociti T Ag-Sp 
nelle patologie neoplastiche in cui sia rilevante la determinate dei 
seguenti antigeni-tumore associate: alfa-fetoproteina, PSA, MAGE-3, 
NY-ESO-1. Come descritto nell'esempio 3, tale procedura e relativa 
applicazione possono essere estese a qualsiasi patologia neoplastica di 
cui sia noto un antigene specifico. A titolo di esempio, e quindi riportata 
la selezione di una miscela di peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test 
di immunodiagnosi dei linfociti T specific! per I'alfa-fetoproteina (AFP). I 
peptidi sono stati disegnati dalla sequenza consenso della proteina. La 
seguente PepMix e composta da nonameri ed e specifica per i linfociti T 
CD8. 

SEQIDNO104 AFP 01 KGEEELQKY 
SEQIDNO105 AFP 02 FTEIQKLVL 
SEQIDNO106 AFP 03 FTESRTLHR 
SEQIDNO107 AFP 04 SSLWDETY 
SEQIDNO108 AFP 05 ITECCKLTT 

SEQIDNO109 AFP 06 FSDDKFIFH 

SEQIDNO110 AFP 07 ETFMNKFIY 

SEQIDN0111 AFP 01 SSELMAITR 

SEQIDN0112 AFP 08 AEEGQKLIS 
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SEQ ID NO 113 


AFP 09 


WVESIFLIF , 


SEQID NO 114 


AFP 10 


IADFSGLLE 


SEQ ID NO 115 


AFP 11 


SRTLHRNEY 


SEQ ID NO 116 


AFP 12 


AQFVQEATY 


SEQ ID NO 117 


AFP 13 


FLASFVHEY 


SEQID NO 118 


AFP 14 


VILRVAKGY 


SEQ ID NO 119 


AFP 15 


IQESQALAK 


SEQ ID NO 120 


AFP 16 


ITEEQLEAV 


SEQ ID NO 121 


AFP 17 


HEKEILEKY 


SEQ ID NO 122 


AFP 18 


QSEEGRHNC 


Sempre a titolo di esempio, 


e riportata la selezione di una miscela di 



peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti 
T specifier per il PSA. \ peptidi sono stati disegnati dalla sequenza 
consenso della proteina. La seguente PepMix e composta da nonameri 
ed e specifica per i linfociti T CD8. 
SEQ ID NO 123 PSA 01 LSEPAELTD 

SEQ ID NO 124 PSA 02 GSEPCALPE 

SEQ ID NO 125 PSA 03 SHSFPHPLY 

SEQ ID NO 126 PSA 04 SPECIFICA 

SEQ ID NO 127 PSA 05 ASESEMINI 

SEQ ID NO 128 PSA 06 ESEMININP 

SEQ ID NO 129 PSA 07 LTDAVKVMD 

SEQ ID NO 130 PSA 08 ALPERPSLY 

SEQ ID NO 131 PSA 09 SLYTKWHY 

SEQ ID NO 132 PSA 10 ATESPECIF 
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SEQ ID NO 133 PSA 11 RTEINKALL 
SEQIDN0134 PSA 12 EMENGELAS 
SEQIDN0135 PSA 13 LYDMSLLKN 
SEQIDN0136 PSA 14 SHDLMLLRL 
SEQ ID NO 137 PSA 15 SIEPEEFLT 
SEQIDN0138 PSA 16 RTEINSEME 
SEQIDN0139 PSA 17 EPALGTTCY 
SEQIDNO140 PSA 18 SGDSGGPLV 
SEQIDN0141 PSA 19 LPERPSLYT 
SEQIDN0142 PSA 20 ASEMINPRT 

Sempre a titolo di esempio, e riportata la selezione di una miscela di 

peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei linfociti 

T specific! per il MAGE-3. I peptidi sono stati disegnati dalla sequenza 

consenso della proteina. La seguente PepMix e composta da nonameri 

ed e specifica per i linfociti T CD8. 

SEQIDN0143 MAGE-3 01 EVDPIGHLY 

SEQIDN0144 MAGE-3 02 SSLPTTMNY 

SEQIDN0145 MAGE-3 03 ISGGPHISY 

SEQ ID N0 146 MAGE-3 04 LVHFLLLKY 

SEQIDN0147 MAGE^ 05 FATCLGLSY 

SEQ ID N0 148 MAGE-3 06 GSWGNWQY 

SEQ ID N0 149 MAGE-3 07 LGDPKKLLT 

SEQ ID N0 150 MAGE-3 08 FVQENYLEY 

SEQ ID N0 151 MAGE-3 09 GENFAMILY 

SEQ ID N0 152 MAGE-3 10 ATEEQEAAS 
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SEQ ID NO 153 MAGE-3 

SEQ ID NO 154 MAGE-3 

SEQ ID NO 155 MAGE-3 

SEQ ID NO 156 MAGE-3 

SEQ ID NO 157 MAGE-3 



11 ATEDANTIG 

12 RGEALGLVG 

13 ESEFQAALS 

14 GSDPACYEF 

15 SPDPPQSPQ 




Sempre a titolo di esempio, e infine riportata la selezione di una miscela 
di peptidi da utilizzare come Ag-Sp nel test di immunodiagnosi dei 
linfociti T specifics per I'arrtigene NY-ESO-1. I peptidi sono stati 
disegnati dalla sequenza consenso delta proteina. La seguente PepMix 
e composta da nonameri ed e specifica per i linfociti T CD8. 
SEQ ID N0 158 NY-ESO-1 01 GlEMCAANY 



NY-ESO-1 02 AQDAPPLPV 
NY-ESO-1 03 AADHRQLQL 



SEQ ID NO 159 
SEQ ID NO 1,60 
SEQ ID NO 161 
SEQ ID NO 162 

SEQ ID N0 163 NY-ESO-1 06 FTVSGNILT 

SEQ ID NO 164 NY-ESO-1 07 

SEQ ID NO 165 NY-ESO-1 08 

SEQ ID N0 166 NY-ESO-1 09 CFLPVFLAQ 

SEQ ID NO 167 NY-ESO-1 10 SSCLQQLSL 

SEQ ID NO 168 NY-ESO-1 11 

SEQ ID Nd 169 NY-ESO-1 12 

NY-ESO-1 13 



NY-ESO-1 04 RTEINHMSA 
NY-ESO-1 05 GPESRLLEF 



PESRLLEFY 
LPVPGVLLK 



SEQ ID NO 170 



SEQ ID NO 171 NY-ESO-1 14 
SEQ ID NO 172 NY-ESO-1 15 



DADGPGGPG 
IPDGPGGNA 
LLEFYLAMP 
NYESPRTEI 
QAEGRGTGG 
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Nell'esempio 3, in relazione ai peptidi HIV-specifici, la selezione del 
peptidi mediante la procedura e stata validata in laboratorio. La 
selezione dei peptidi indicati negli esempi present! e stata effettuata 
mediante gli stessi criteri indicati nell'esempio 3 e che, validati in 
laboratorio per I'HIV, devono quindi ritenersi validi per qualsiasi altra 
applicazione. 



c 
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RIVENDICAZIONI 

Metodo di immunodiagnosi in vitro per la determinazione dei linfociti 
T antigene-specifici (Ag-Sp), detto metodo comprendendo i seguenti 
stadi: (i) isolamento di cellule mononucleate (PBMC) da un campione di 
sangue venoso umano o animale, (ii) stimolazione con una 
preparazione Ag-Sp sotto forma di estratto antigenico crudo, proteina 
purificata o ricombinante o miscela di peptidi, (Hi) incubazione, (iv) 
colorazione in immunofluorescenza, (v) acquisizione ed analisi al 
citofluorimetro, (vi) elaborazione della risposta. 

Metodo secondo la riv. 1 in cui le PBMC sono isolate da un'aliquota 
di sangue venoso tramite cehtrifugazione su gradiente di densita. 

Metodo secondo la riv. 1 in cui la miscela di peptidi e scelta fra: 
miscela per la proteina Gag di HIV comprendente i peptidi da SEQ ID 
NO 1 a SEQ ID NO 20; miscela per il cytomegalovirus comprendente i 
peptidi da SEQ ID NO 21 a SEQ ID NO 43; miscela per la SARS 
coronavirus A-SARS (popolazione asiatica) comprendente i peptidi da 
SEQ ID NO 44 a SEQ ID NO 58; miscela per la SARS coronavirus B- 
SARS (popolazione caucasica) comprendente i peptidi da SEQ ID NO 
59 a SEQ ID NO 73; miscela per il bacillo dell'antrace comprendente i 
peptidi da SEQ ID NO 74 a SEQ ID NO 83; miscela per gli orthopoxvirus 
incluso il vaiolo comprendente i peptidi da SEQ ID NO 84 a SEQ ID NO 
103; misc§la per I'alfa-fetoproteina comprendente i peptidi da SEQ ID 
NO 104 a SEQ ID NO 122; miscela per il PSA comprendente i peptidi da 
SEQ ID NO 123 a SEQ ID NO 142; miscela per il MAGE-3 

comprendente i peptidi da SEQ ID NO 143 a SEQ ID NO 157; miscela 
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per I'antigene NY-ESO-1 comprendente i peptidi da SEQ ID NO 158 a 
SEQ ID NO 172. 

k Metodo secondo la riv. 1 in cui I'incubazione e condotta a circa 37 °C 
per circa un'ora seguita da ulteriori circa 5 ore in presenza di un potente 
inibitore della secrezione cellulare. 

5. Metodo secondo la riv. 1 in cui per I'analisi al citofluorimetro si 
effettua una misurazione selettiva dei linfociti T Ag-Sp impiegando: a) 
anticorpi monoclonali che si legano sulla superficie cellulare dei linfociti 
T e delle loro sottopopolazioni; b) anticorpi monoclonali che si legano 
alle citochine che si accumulano a livello intracellulare in seguito alia 
stimolazione con I'antigene; miscele di a) e b). 

6. Metodo secondo la riv. 5 in cui gli anticorpi di a) sono scelti fra anti- 
CD3 e anti-CD45 e relative miscele quale configurazione minima, a cui 
sostituire o aggiungere uno o piu scelti fra anti- CD4, CD8, CD25, 
CD27, CD38, CD45-RA, CD45-RO, CD69, CCR5, CCR7. 

7. Metodo secondo la riv. 5 in cui gli anticorpi di b) sono scelti fra quelli 
che rilevano la presenza di almeno una fra le seguenti citochine 
intracellular'!: interferone-gamma, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a MIP-1a, MIP- 
10, RANTES, e relative miscele. 

8. Kit per la conduzione del metodo di immunodiagnosi secondo le riv. 
1-7 comprendente, eventualmente in forma liofilizzata, i component! 
seguenti: c 

preparazione Ag-Sp e relative preparazioni di controllo negativo e 
positivo 

reagenti quali soluzioni di lavaggio e permeabilizzazione 
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pipette e altro materiale da laboratorio 
istruzioni per la conduzione del test 

9. Kit secortdo la riv. 8 per la determinazione di antigeni associati a 
malattie che ooinvolgono il sistema immunitario attraverso I'attivazione 
dei linfocitiT. 

10. Kit secondo la riv. 8 per la determinazione di antigeni associati a 
malattie infettive, autoimmuni, allergiche (allergeni) e neoplastiche 

5 (antigeni tumore-associati). 

11. Kit secondo la riv. 8 per la determinazione di antigeni associati ad 
una fra le seguenti malattie: citomegalovirus, SARS, vaiolo, carbonchio 

(bacillo deH'antrace). 

12. Composizione per immunodiagnosi in vitro comprendente una 
miscela di peptidi scelta fra: miscela per la proteina Gag di HIV 
comprendente i peptidi da SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 20; miscela per il 
citomegalovirus comprendente i peptidi da SEQ ID NO 21 a SEQ ID NO 

> 43; miscela per la SARS coronavirus A-SARS (popolazione asiatica) 
comprendente i peptidi da SEQ ID NO 44 a SEQ ID NO 58; miscela per 
la SARS coronavirus B-SARS (popolazione caucasica) comprendente i 
peptidi da SEQ ID NO 59 a SEQ ID NO 73: miscela per il bacillo 
deH'antrace comprendente i peptidi da SEQ ID NO 74 a SEQ ID NO 83; 
miscela per gli orthopoxvirus incluso il vaiolo comprendente i peptidi da 
SEQ ID NO 84 a SEQ ID NO 103; miscela per I'alfa-fetoproteina 
comprendente i peptidi da SEQ ID NO 104 a SEQ ID NO 122; miscela 
per il PSA comprendente i peptidi da SEQ ID NO 123 a SEQ ID NO 142; 
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miscela per il MAGE-3 comprendente i peptidi da SEQ ID NO 143 a 
SEQ ID NO 157; miscela per I'antigene NY-ESO-1 comprendente i 
peptidi da SEQ ID NO 158 a SEQ ID NO 172. 
13. Impiego di una miscela di peptidi scelta fra: miscela per la proteina 
Gag di HIV comprendente i peptidi da SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 20; 
miscela per il citomegalovirus comprendente i peptidi da SEQ ID NO 21 
a SEQ ID NO 43; miscela per la SARS coronavirus A-SARS 
(popolazione asiatica) comprendente i peptidi da SEQ ID NO 44 a SEQ 
ID NO 58; miscela per la SARS coronavirus B-SARS (popolazione 
caucasica) comprendente i peptidi da SEQ ID NO 59 a SEQ ID NO 73: 
miscela per il bacillo dell'antrace comprendente i peptidi da SEQ ID NO 
74 a SEQ ID NO 83; miscela per gli orthopoxvirus incluso il vaiolo 
comprendente i peptidi da SEQ ID NO 84 a SEQ ID NO 103; miscela 
per I'alfa-fetoproteina comprendente i peptidi da SEQ ID NO 104 a SEQ 
ID NO 122; miscela per il PSA comprendente i peptidi da SEQ ID NO 
123 a SEQ ID NO 142; miscela per il MAGE-3 comprendente i peptidi 
da SEQ ID NO 143 a SEQ ID NO 157; miscela per I'antigene NY-ESO-1 
comprendente i peptidi da SEQ ID NO 158 a SEQ ID NO 172; per 
immunodiagnosi in vitro. 
/PV 



Roma, 01 Agosto 2003 

Per ISTITUTO NAZIONALE PER LE MALATTIE INFETTIVE 
"LAZZARO SPALLANZANI" - IRCCS 



Dr.ssa Maria Vittoria Primiceri 
/ della Notarbartolo & Gervasi SPA 
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ELENCO SEQUENZE 



SEQ ID NO 1 


HIV-GAG 01 


SEQ ID NO 2 


HIV-GAG 02 


SEQ ID NO 3 


HIV-GAG 03 


SEQ ID NO 4 


HIV-GAG 04 


SEQ ID NO 5 


HIV-GAG 05 


SEQ ID NO 6 


HIV-GAG 06 


SEQ ID NO 7 


HIV-GAG 07 


SEQ ID NO 8 


HIV-GAG 08 


SEQ ID NO 9 


HIV-GAG 09 


SEQ ID NO 10 


HIV-GAG 10 


SEQ ID NO 11 


HIV-GAG 11 


SEQ ID NO 12 


HIV-GAG 12 


SEQ ID NO 13 


HIV-GAG 13 


SEQ ID NO 14 


HIV-GAG 14 


SEQ ID NO 15 


HIV-GAG 15 


SEQ ID NO 16 


HIV-GAG 16 


SEQ ID NO 17 


HIV-GAG 17 


SEQ ID NO 18 


HIV-GAG 18 


SEQ ID NO 19 


HIV-GAG 19 


SEQ ID NO 20 


HIV-GAG 20 


SEQ ID NO 21 


CMV-p66 


SEQ ID NO 22 


CMV-p66 


SEQ ID NO 23 


CMV-p66 


SEQ ID NO 24 


CMV-p66 


SEQ ID NO 25 


CMV-p66 


SEQ ID NO 26 


CMV-p66 


SEQ ID NO 27 

a 


CMV-p66 


SEQ ID NO 28 


CMV-p66 


SEQ ID NO 29 


CMV-p66 


SEQ ID NO 30 


CMV-p66 


SEQ ID NO 31 


CMV-p66 
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BM 2 00 3 A 0 

EKIRLRPGGKKKYRL 

PGGKKKYRLKHLVWA 

PGGKKKYRMKHLVWA 

KKYRMKHLVWASREL 

KHLVWASRELERFAV 

RELERFAVNPGLLET 

RELERFAVDPGLLET 

SAPKTGTEELRSLYN 

SLYNTVAVLYCVHQR 

SPRTLNAWVKVIEEK 

SPEVIPMFSALSEGA 

ATPQDLNMMLNIVGG 

ATPQDLNTMLNIVGG 

QDLNMMLN IVGGHQA 

MMLNIVGGHQAAMQM 

SNPPIPVGDIYKRWI 

KRWIILGLNKIVRMY 

LGLNKIVRMYSPVSI 

LGLNKIVRMYSPTSI 

RMYSPVSILDIKQGP 

01 - NSSRHSGKCRRQRRAL 

02 - ALSAPPLTFLATTTT 

03 - RQPRVHRGTYHLIQL 

04 - TYHLIQLHLDLRPEEL 

05 - RPEELRDPFQILLST 

06 - SDVRPAFSLFPARPG 

07 - FPARPGCHILRSVID 

08 - ILRSVIDQQLTRMAI 

09 - FALRIITPPLKRVPL 

10 - TDADLTPTLTVRVRH 

11 - ISGPRGLTSRISARL 
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SEQ ID NO 32 


CMV-p66 


SEQ ID NO 33 


CMV-p66 


SEQ ID NO 34 


CMV-p66 


SEQ ID NO 35 


CMV-p66 


SEQ ID NO 36 


CMV-p66 


SEQ ID NO 37 


CMV-p66 


SEQ ID NO 38 


CMV-p66 


SEQ ID NO 39 


CMV-p66 


SEQ ID NO 40 


CMV-p66 


SEQ ID NO 41 


CMV-p66 


SEQ ID NO 42 


CMV-p66 


SEQ ID NO 43 


CMV-p66 


SEQ ID NO 44 


SCV-E 


SEQ ID NO 45 


SCV-M 


SEQ ID NO 46 


SCV-M 


SEQ ID NO 47 


SCV-N 


SEQ ID NO 48 


SCV-N 


SEQ ID NO 49 


SCV-S 


SEQ ID NO 50 


SCV-S 


SEQ ID NO 51 


SCV-S 


SEQ ID NO 52 


SCV-S 


SEQ ID NO 53 


SCV-S 


SEQ ID NO 54 


SCV-S 


SEQ ID NO 55 


SCV-S 


SEQ ID NO 56 


SCV-S 


SEQ ID NO 57 


SCV-S 


SEQ ID NO 58 


SCV-S 


SEQ ID NO 59 


SCV-E 


SEQ ID NO 60 


SCV-M 


SEQ ID NO 61 


SCV-M 


SEQ ID NO 62 


SCV-N 


SEQ ID NO 63 


SCV-N 


SEQ ID NO 64 


SCV-S 



12 - DPNESPPDLTLSSLTL 

13 - TLYQDGMLRFNVTCD 

14 - TEAPADPVAFRLRLR 

15 - FRLRLRRETVRRPFF 

16 - RRPFFSDAPLPYFVP 

17 - DEGLEVRVPYELTLK 

18 - RIYRRFYGPYLGVFV 

1 9 - YLGVFVPHNRQGLKM 

20 - LKMPVTVWLPRSWLE 

21 -TVWLPRSWLELTVLV 

22 - ATFPRDALLGRLYFI 

23 - ALLGRLYFISSKHTL 

01 NSVLLFLAFWFLLV 

02 LAWIMLLQFAYSNRN 

03 MESELVIGAVIIRGH 

04 GKMKELSPRWYFYYL 

05 QQQQGQTVTKKSAAE 

06 THTMIFDNAFNCTFE 

07 CSVKSFEIDKGIYQT 

08 NCVADYSVLYNSTFF 

09 IAPGQTGVIADYNYK 

10 VSLLRSTSQKSIVAY 

11 SITTEVMPVSMAKTS 

12 QVKQMYKTPTLKYFG 

13 QIPFAMQMAYRFNGI 

14 ISSVLNDILSRLDKV 

15 RLDKVEAEVQIDRLI 

01 LLFLAFWFLLVTLA 

02 MACIVGLMWLSYFVA 

03 PLMESELVIGAVIIR 

04 KMKELSPRWYFYYLG 

05 ETALALLLLDRLNQL 

06 YFVGYLKPTTFMLKY 
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SEQ ID NO 65 
SEQ ID NO 66 
SEQ ID NO 67 
SEQ ID NO 68 
SEQ ID NO 69 
SEQ ID NO 70 
SEQ ID NO 71 
SEQ ID NO 72 
SEQ ID NO 73 
SEQ ID NO 74 
SEQ ID NO 75 
SEQ ID NO 76 
SEQ ID NO 77 
SEQ ID NO 78 
SEQ ID NO 79 
SEQ ID NO 80 
SEQ ID NO 81 
SEQ ID NO 82 
SEQ ID NO 83 
SEQ ID NO 84 
SEQ ID NO 85 
SEQ ID NO 86 
SEQ ID NO 87 
SEQ ID NO 88 
SEQ ID NO 89 
SEQ ID NO 90 
SEQ ID NO 91 
SEQ ID NO 92 
SEQ ID NO 93 
SEQ ID NO 94 
SEQ ID NO 95 
SEQ ID NO 96 
SEQ ID NO 97 



SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
SCV-S 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
Ba-PA 
OPV-A10L 
OPV-A10L 
OPV-A27 
OPV-A27 
OPV-A33R 
OPV-A33R 
OPV-A33R 
OPV-C7L 
OPV-C7L 
OPV-D8L 
OPV-E3L 
OPV-E3L 
OPV-H3L 
0PV-H3L 
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07 SNCVADYSVLYNSTF 

08 RDPKTSEILDISPCS 

09 GSFCTQLNRALSGIA 

10 VKQWIYKTPTLKYFGG 

11 AGFMKQYGECLGDIN 

12 PPLLTDDMIAAYTAA 

13 ISSVLNDILSRLDKV 

14 TQQLIRAAEIRASAN 

15 LDSFKEELDKYFKNH 
01-ESESSSQGLLGYYFS 

02 - NIPSENQYFQSAIWS 

03 - QYQRENPTEKGLDFK 

04 - ISNIHEKKGLTKYKS 
05-VSPEARHPLVAAYP1 

06 - PIYNVLPTTSLVLGK 

07 - KAKENQLSQILAPNN 

08 - QVYGNIATYNFENGR 
09-NIDKDIRKILSGYIV 
10 - FIDFKKYNDKLPLYI 

01 SKNEAEKLITSAFDL 

02 RQSSCKMALLFKNLA 

03 ICLKDKSELYSAYKT 

04 TRERNKIVELEKELN 

05 ICIRISMVISLLSMI 

06 GLYYQGSCYIFHSDY 

07 TLPNKSDVLTTWLID 

08 GHSETDTTTEYLLPN 

09 GPSTYYPHYKSCALV 

10 TSPARENYFWIRWLSD 

11 REVNKALYDLQRSAWI 

12 VIPAKKIIDWKNANP 

13 MASLLYFILFLLFVC 

14 IFTDASTVASAQIYL 
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SEQ ID NO 98 OPV-H6R 15 TSHLNPSIEKHVGIY 

SEQ ID NO 99 OPV-H6R 16 LSAKVYMLENIQVMK 

SEQ ID N0 100 OPV-K1L 17 TYHLENDKIEDLINQ 

SEQ ID N0 101 OPV-K1L 18 DSMYVIPDELIDVLK 

SEQ ID N0 102 OPV-M1R 19 AYVPAMFTAALNIQT 

SEQ ID NO 103 OPV-M1R 20 VIGVIILAALFMYYA 



SEQ ID NO 104 


AFP 


01 


KGEEELQKY 


SEQ ID NO 105 


AFP 


02 


FTEIQKLVL 


SEQ ID NO 106 


AFP 


03 


FTESRTLHR 


SEQ ID NO 107 


AFP 


04 


SSLWDETY 


SEQ ID NO 108 


AFP 


05 


ITECCKLTT 


SEQ ID NO 109 


AFP 


06 


FSDDKFIFH 


SEQ ID NO 110 


AFP 


07 


ETFMNKFIY 


SEQ ID NO 111 


AFP 


01 


SSELMAITR 


SEQ ID NO 112 


AFP 


. 08 


AEEGQKLIS 


SEQ ID NO 113 


AFP 


09 


WVESIFLIF 


SEQ ID NO 114 


AFP 


10 


IADFSGLLE 


SEQ ID NO 115 


AFP 


11 


SRTLHRNEY 


SEQ ID NO 116 


AFP 


12 


AQFVQEATY 


SEQ ID NO 117 


AFP 


13 


FLASFVHEY 


SEQ ID NO 118 


AFP 


14 


VILRVAKGY 



SEQ ID NO 119 AFP 15 IQESQALAK 



SEQ ID NO 120 


AFP 


16 


ITEEQLEAV 


SEQ ID NO 121 


AFP 


17 


HEKEILEKY 


SEQ ID NO 122 


AFP 


18 


QSEEGRHNC 


SEQ ID NO 123 


PSA 


01 


LSEPAELTD 


SEQ ID NO 124 


PSA 


02 


GSEPCALPE 


SEQ ID NO 125 


PSA 


03 


SHSFPHPLY 


SEQ ID NO 126 


PSA 


04 


SPECIFICA 


SEQ ID NO 127 


PSA 


05 


ASESEMINI 


SEQ ID NO 128 


PSA 


06 


ESEMININP 


SEQ ID NO 129 


PSA 


07 


LTDAVKVMD 


SEQ ID NO 130 


PSA 


08 


ALPERPSLY 
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SEQ ID NO 131 
SEQ ID NO 132 
SEQ ID NO 133 
SEQ ID NO 134 
SEQ ID NO 135 
SEQ ID NO 136 
SEQ ID NO 137 
SEQ ID NO 138 
SEQ ID NO 139 
SEQ ID NO 140 
SEQ ID NO 141 
SEQ ID NO 142 
SEQ ID NO 143 
SEQ ID NO 144 
SEQ ID NO 145 
SEQ ID NO 146 
SEQ ID NO 1,47 
SEQ ID NO 148 
SEQ ID NO 149 
SEQ ID NO 150 
SEQ ID NO 151 
SEQ ID NO 152 
SEQ ID NO 153 
SEQ ID NO 154 
SEQ ID NO 155 
SEQ ID NO 156 
SEQ ID NO 157 
SEQ ID NO 158 
SEQ ID Nb 159 
SEQ ID NO 160 
SEQ ID NO 161 
SEQ ID NO 162 
SEQ ID NO 163 



PSA 09 
PSA 10 
PSA 11 
PSA 12 
PSA 13 
PSA 14 
PSA 15 
PSA 16 
PSA 17 
PSA 18 
PSA 19 
PSA 20 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
MAGE-3 
NY-ESO-1 
NY-ESO-1 
NY-ESO-1 
NY-ESO-1 
NY-ESO-1 
NY-ESO-1 
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SLYTKWHY 
ATESPECIF 
RTEINKALL 
EMENGELAS 
LYDMSLLKN 
SHDLMLLRL 
SIEPEEFLT 
RTEINSEME 
EPALGTTCY 
SGDSGGPLV 
LPERPSLYT 
ASEMINPRT 

01 EVDPIGHLY 

02 SSLPTTMNY 

03 ISGGPHISY 

04 LVHFLLLKY 

05 FATCLGLSY 

06 GSWGNWQY 

07 LGDPKKLLT 

08 FVQENYLEY 

09 GENFAMILY 

10 ATEEQEAAS 

11 ATEDANTIG 
<I2 RGEALGLVG 

13 ESEFQAALS 

14 GSDPACYEF 

15 SPDPPQSPQ 

01 GIEMCAANY 

02 AQDAPPLPV 

03 AADHRQLQL 

04 RTEINHMSA 
GPESRLLEF 



05 



06 FTVSGNILT 
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SEQ ID NO 164 
SEQ ID NO 165 
SEQ ID NO 166 
SEQ ID NO 167 
SEQ ID NO 168 
SEQ ID NO 169 
SEQ ID NO 170 
SEQ ID NO 171 
SEQ ID NO 172 



NY-ESO-1 


07 


NY-ESO-1 


08 


NY-ESO-1 


09 


NY-ESO-1 


10 


NY-ESO-1 


11 


NY-ESO-1 


12 


NY-ESO-1 


13 


NY-ESO-1 


14 


NY-ESO-1 


15 



PESRLLEFY 

LPVPGVLLK 

CFLPVFLAQ 

SSCLQQLSL 

DADGPGGPG 

IPDGPGGNA 

LLEFYLAMP 

NYESPRTEI 

QAEGRGTGG 



C 



6 



4359PTIT 



Tav. 1 di 3 



/ Notarbartolo & Gervasi SpA 



™ 2 0 0 3 A 0 

Un esempio illustrativo della procedura di 
immunodiagnosi della reattivita antigene-specifiCg 



Campione di 
sangue venoso 
(7 ml.) 



Isolamento PBMC 
(centrifugazione 
su Ficoll-Hypaque) 



Stimolazione r •* o 
#0 




Elaborazione 
della risposta 




FIGURA 1 







Controllo Controllo Stimolo Stimolo fj^:;*£ f 
positivo negativo Ag-Sp1Ag-Sp2 Ag-Spn 



Incubazione a 37°C per 6 ore 
(Brefeldina-A dopo 1 ora) 



Colorazione in 
immunofluorescenza 
(antigeni di membrana 
ed intracitoplasmatici) 



Analisi dei risultati 
al citofluorimetro 
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&. '« ^ ^ -'" l4 
A Contralto negative 3 Contralto positivo 
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